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摘  要：  旨在建立基于大肠杆菌表达系统的高效可溶性表达人鳞状上皮细胞癌抗原（SCCAg）方法，获得具有较好活性的重
组 SCCAg抗原并应用于建立抗原检测方法。基于 pGEX-6P-1载体和大肠杆菌 E. coli ER2566菌株开展重组 SCCAg抗原可溶性表达
纯化方法研究，评价纯化抗原活性，筛选特异性单克隆抗体，初步建立并评价 SCCAg抗原检测方法。结果显示，pGEX-6P-1载体
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Abstract: The aims of this study are to establish a method for efficient soluble expression of human squamous cell carcinoma antigen
（SCCAg）based on Escherichia coli expression system and obtain the recombinant SCCAg antigen in fine activity，then apply it in the detection 
method establishment of antigen. The study on the method of soluble expression and purification of recombinant SCCAg antigen was conducted 
based on pGEX-6P-1 vector and E. coli ER2566 strain. The activity of the purified antigen was evaluated by Abbott Kit and the specific 
monoclonal antibody was screened by indirect ELISA. It was proved that PGEX-6P-1 vector and E. coli strain ER2566 could be used to establish 
efficient soluble expression and purification method for recombinant SCCAg antigen. Moreover，the recombinant SCCAg antigen was proved 
to be in high purity and activity. Thus，the SCCAg detection method of chemical luminous tube was established with the specific monoclonal 
antibodies. In conclusion，an effective method for the expression and purification of SCCAg，which is based on the E. coli expression system，
is established.
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鳞状上皮细胞癌抗原（Squamous cell carcinoma 
antigen，SCCAg）最早发现于子宫颈癌组织，包括




























GST（谷胱甘肽 S 转移酶）融合表达标签的 pGEX-
6P-1 载体与 E. coli ER2566 菌株在重组抗原可溶性
表达方面具有较好的表现［18-24］，但尚没有研究将两
者联合应用于 SCCAg 抗原表达。为此，本研究即探






限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、Taq DNA 聚
合酶和 pMD18-T 载体购自 TaKaRa 公司。弗式完全
佐剂和不完全佐剂购自 Sigma 公司。RPMI1640 培
养基购自 GIBCO 公司。胎牛血清（FBS）购自 PAA
公司。表达载体质粒 pGEX-6P-1、大肠杆菌表达菌
株 E.coli DH5α 和 E. coli ER2566 为 本 实 验 室 保 存，
小鼠骨髓瘤细胞 SP2/0 亦为本实验室保存。SPF 级
BABL/c 小鼠和 F1 小鼠购自上海斯莱克实验动物有
限公司，饲养于厦门大学实验动物中心。其他常规
药品试剂购于国药集团。分别携带有全长 SCCA1 与
SCCA2 基因序列的 pFB 质粒由本实验室构建及保
存［25］。美国雅培公司的 SCCAg 抗原检测试剂（批





1.2.1 重组 SCCAg 抗原表达载体构建 分别以携带
有全长 SCCA1 与 SCCA2 基因序列的 pFB 质粒为模
板， 以 引 物（pGEX-SCCAg-SalI-F ：5'-ACGCGTCG
ACAATTCACTCAGTGAAGCCAAC-3' ；PGEX-SCCAg-
XhoI-HIS-R ：5' -ATACCGTCTAAGAGTAGGGGCGTG
GTAGTAGTAGTAGTAATTGAGCTCGCC-3'） 分 别 扩
增获得 SCCA1 与 SCCA2 全长基因，PCR 产物经回
收后分别连接 pMD18-T 载体，经限制性内切酶 Sal 
I/ Xho I 处理后连接到已经用相同限制性内切酶处
理的 pGEX-6P-1 载体中，经测序鉴定后，分别获得
SCCA1 和 SCCA2 抗原的重组表达载体 pGEX-SCCA1
和 pGEX-SCCA2。
1.2.2 重组 SCCAg 抗原的表达与纯化 重组表达
载体转化 E. coli ER2566 感受态菌株，37℃扩增至
OD600 为 1.5，之后将培养温度降至特定温度并添加
IPTG（0.2-0.6 mmol/L）进行 5-8 h 的诱导表达。离
心（7 000×g，10 min）收集菌体，以缓冲液（30 
mmol/L 咪唑，20 mmol/L Tris）重悬菌体，在冰水浴
条件下使用超声破碎仪对菌体进行破碎。破碎后的
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菌液离心（25 000×g，20 min）取上清。利用 Ni+
亲和层析柱对超声上清进行亲和层析纯化（平衡缓
冲液：30 mmol/L 咪唑，20 mmol/L Tris；核酸冲洗液：
1 mol/L NaCl，20 mmol/L Tris ；洗脱液 ：250 mmol/L
咪唑，20 mmol/L Tris），收集洗脱峰并透析至 PBS 中。
使用 PreScission 蛋白酶切掉重组抗原上的 GST 标签，
过 GST 亲和层析柱，收集穿透峰并透析至 PBS 中。
纯化抗原经 SDS-PAGE 鉴定后保存于 -20℃中。
1.2.3 单克隆抗体制备 将纯化的重组 SCCA1 和
SCCA2 抗原以 1∶1 质量比例混合，以弗式完全佐剂
乳化后采用皮下多点注射方式免疫 6-8 周龄的 SPF
级雌性 BALB/c 小鼠 5 只（总剂量 100 μg/ 只），分
别于第 2、4 周进行加强免疫。初次免疫采用完全弗
氏佐剂，加强免疫采用不完全弗氏佐剂。每次免疫
前和免疫全部完成后 2 周采集血清用间接 ELISA 方
法检测抗体滴度。应用常规的小鼠杂交瘤制备单克
隆抗体技术，以 PEG 4000 为融合剂，将小鼠脾脏细
胞与 SP2/0 骨髓瘤细胞按 5∶1 比例融合，在含 HAT





腔诱导腹水，使用硫酸铵盐析法和 Protein A 亲和层
析法对小鼠腹水进行纯化。纯化后的单克隆抗体测
定浓度后保存于 -20℃。
1.2.4 间接 ELISA 方法 将重组 SCCAg 用 CB 缓冲
液（pH9.6）进行稀释，按 100 ng/ 孔包被在 96 孔微
孔板上，放置于 37℃温箱中孵育 2 h ；每孔加入 200 
μL 含有 2% 明胶的 PB 缓冲液并放置于 37℃温箱中
孵育 2 h，甩干后真空密封保存备用。检测时每孔加
入 50 μL 杂交瘤细胞上清，放置于 37℃温箱中孵育
30 min，经 1×PBST 清洗 5 次，吸干多余的液体后
加入 100 μL HRP 标记的羊抗鼠抗体（1∶5 000）作
为二抗并放置于 37℃中孵育，30 min 后用 1×PBST
清洗 5 次，吸干多余的液体后加入 100 μL 显色液于




50 μL 的检测样品和 50 μL 标记了抗体的磁珠缓冲液
加入 U 型微孔板中，贴上封板膜并放至 37℃恒温箱
内孵育 15 min，之后用磁力板架吸附微孔板中的磁
珠，PBST 清洗 3 遍后加入吖啶酯标记的抗体缓冲液
50 μL，37℃孵育 10 min 后用 PBST 清洗 3 遍，将磁
珠转移至发光管中并加入 100 μL 的激发液 A，加入
100 μL 激发液 B 后上机（全自动微粒子化学发光免
疫分析仪）检测发光值。
1.2.6 配对实验 将单克隆抗体标记辣根过氧化酶
（HRP），同时将单克隆抗体包被到 96 孔 ELISA 微孔
板上，人源 SCCAg 稀释至浓度为 1 ng/mL。单克隆
抗体两两配对对稀释好的人源 SCCAg 抗原进行检测，
将 OD 读值大于 1 的单克隆抗体配对组合定为高反
应配对，将 OD 读值介于 0.1 和 1 之间的单克隆抗体







1.2.8 SDS-PAGE 方法 配制 12% 的聚丙烯酰胺凝
胶，凝固后放入电泳槽中加满电泳液，取 50 μL 的
样品加入 10 μL 的 6× 含有还原剂的样品缓冲液，
沸水浴 10 min 后上样，电泳结束后用考马斯亮蓝染
色液染色 15-30 min，经 KCl 溶液脱色后进行样品 
分析。
1.2.9 Western-blot 方 法 取 50 μL 样 品 进 行 SDS-
PAGE 分析，电泳结束后通过电转仪将重组抗原转
至硝酸纤维素膜上，5% 脱脂奶封闭 2 h 后加入抗
HIS 标签的鼠抗（1∶1 000）室温孵育 1 h，TNT 漂
洗 5 遍后加入 GAM-HRP（1∶5 000）作为二抗，室




将 SCCA1 和 SCCA2 全 长 基 因 分 别 克 隆 入
pGEX-6P-1 载 体 构 建 获 得 重 组 表 达 质 粒 pGEX-
SCCA1 和 pGEX-SCCA2。 将 重 组 表 达 质 粒 分 别 转
2017,33(9) 255陈春野等：大肠杆菌可溶性表达人鳞状上皮细胞癌抗原的制备及应用
化 E. coli ER2566 感受态菌株，并分别在不同的温
度条件下进行诱导表达。SDS-PAGE 显示，在不同
诱导温度条件下 SCCA1 和 SCCA2 的表达菌株在 75 
kD 的位置均有目的表达条带，其分子量与预期的
融合有 GST 标签的 SCCAg 抗原的大小相符，并且
均能够以可溶性形式存在于超声裂解上清中，不同
诱导温度的抗原表达量无显著差异。该结果说明，
采用 pGEX-6P-1 载体和 E. coli ER2566 菌株可实现
SCCA1 和 SCCA2 抗原的可溶性表达。通过进一步优
化 IPTG 溶度、诱导温度和诱导时间，本研究获得
了较优的诱导可溶性表达 SCCA1 和 SCCA2 抗原的
条件为 0.2 mmol/L IPTG 和 37℃下诱导表达 8 h。本
研究应用亲和层析纯化方法获得了纯化的 SCCA1 和
SCCA2 重组抗原，SDS-PAGE 和 Western blot 分析（图
1）显示，纯化的 SCCA1 和 SCCA2 重组抗原具有较
好的纯度，其分子量约为 48 kD，与预期大小相符。
1 ：重组 SCCA1 ；2 ：重组 SCCA2 ；M ：Protein Mark





SCCA1 抗原、SCCA2 抗原和人源 SCCAg 抗原进行系
列梯度稀释，用 SCCAg 检测试剂分别检测其反应活
性。结果（图 2）显示，本研究获得的重组 SCCA1
抗原、SCCA2 抗原与对照的人源 SCCAg 抗原均具有
良好的反应性，检测试剂对其的检测灵敏度分别为
2.14 ng/mL、1.06 ng/mL 和 1.40 ng/mL。本研究获得
的重组 SCCAg 抗原具有与人源抗原相当的反应活性。
A ：SCCAg 标准品的剂量反应曲线 ；B ：重组 SCCA1 的剂量反应曲线 ；C ：
重组 SCCA2 的剂量反应曲线
图 2  雅培试剂检测 SCCAg 标准品和重组 SCCAg
2.3 重组 SCCAg抗原应用于单克隆抗体制备
本 研 究 利 用 纯 化 的 重 组 SCCA1 和 SCCA2 抗
原免疫免疫 BALB/c 小鼠 5 只，并进一步制备了抗
SCCAg 的特异性单克隆抗体。应用间接 ELISA 方
法分别检测免疫后不同时间点小鼠多抗血清与重组
SCCA1 和 SCCA2 抗原的反应活性。结果（图 3）显
示，小鼠血清对重组 SCCA1 和 SCCA2 抗原均具有
较好的反应活性，免疫程序完成后血清的反应活性
均在 1∶50 000 以上。该结果显示了本研究获得的
重组 SCCAg 抗原具有良好的免疫原性。本研究进一
步筛选获得了 80 株同时对 SCCA1 和 SCCA2 抗原具
有反应活性的单克隆抗体。
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2.4 SCCAg管式化学发光检测方法的初步建立
通过配对实验检测人源 SCCAg 抗原获得 29 组
OD 值读值较高的单克隆抗体配对组合（图 4-A），
其 中 两 组 单 克 隆 抗 体 配 对（7F10/4H8-HRP 和
12F6/7E2-HRP）的检测灵敏度较优（图 4-B）。进
图 3  SCCAg 免疫小鼠多抗血清监测
一步应用 17 份确证阳性人血清标本对上述两种配
对方法进行评价，结果（图 4-C）显示，单克隆抗





结果（图 5-A）显示，该检测方法对人源 SCCAg 抗
原的检测灵敏度为 0.15 ng/mL，达到现有临床主流






A 配对实验 ；B 单克隆抗体配对的筛选 ；C 小量血清相关性评价
图 4  SCCAg 管式化学发光检测方法的建立
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